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Resumen
Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus meticilino resistente son al momento una
preocupacion clinica y epidemioldgica. Este patdgeno se ha relacionado cominmente con
infecciones intrahospitalarias, sin embargo, existen variantes comunitarias de alta infectividad
especialmente peligrosas por sus diversos factores de virulencia. Gracias a las vastas
herramientas bioinformaticas y la cantidad de documentacién existente, es posible estudiar las
relaciones evolutivas y la variabilidad genética de estas bacterias. En esta investigacion se
analizaron mediante tipificacion multilocus de secuencias (MLST), 26 aislados clinicos
procedentes de hemocultivos de dos hospitales de referencia de Ecuador. Se estandarizaron y
optimizaron ensayos de PCR end point para los genes constitutivos incluidos en el esquema
MLST, para la reaccidn de secuenciacion ciclica, y para los procedimientos de purificacion
necesarios. Las variantes alélicas de las muestras y sus secuencias tipo se analizaron empleando
la base de datos PubMLST, obteniendo 8 secuencias tipo no determinadas (ND) previamente y
tres alelos con mutaciones puntuales. Se realizaron arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud (MLT) para cada gen constitutivo y para las secuencias concatenadas ademas de
arboles de minima expansién (MSTree). El analisis de estos datos permitié determinar que no
existe relacién entre las muestras estudiadas y los clones reportados previamente en el paisy en
territorios aledafios, demostrando la aparicidn de nuevas variantes en Ecuador, informacién

esencial para el monitoreo epidemioldgico y clinico de este tipo de infecciones.

Palabras Clave:

e STAPHYLOCOCCUS AUREUS
e RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

e TIPIFICACION MULTILOCUS DE SECUENCIA
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Abstract
Staphylococcus aureus methicillin resistant-associated infections are currently a clinical and
epidemiological concern. This opportunistic pathogen has been commonly associated with
hospital infections; however, community variants of high infectivity have recently appeared and
have raised concerns due to their various virulence factors. Thanks to the available bioinformatic
tools and the amount of genetic data currently in accessible databases, it is possible to study the
evolutionary relationships and genetic variability of these bacteria. In this research, 26 clinical
isolates from blood cultures belonging to patients from two reference hospitals in Ecuador,
were analyzed using multilocus sequence typing (MLST). PCR assays were standardized and
optimized for both constitutive MLST genes, and for the cyclic sequencing reaction required in
the Sanger sequencing method, along with the necessary purification procedures. Allelic
variants of the samples and their sequence type were analyzed using the PubMLST database.
Eight, previously undetermined type sequences (ND) were obtained along with three alleles with
point mutations. Maximum Likelihood Phylogenetic Trees (MLT) were performed for each
constitutive gene and for the concatenated sequences, minimum expansion trees (MSTree)
were also included. The analysis of these data showed no phylogenetic associations for the
samples studied and the clones previously reported in the country and in surrounding
territories, demonstrating the emergence of new variants in Ecuador. The present study may

contribute to timely clinical and epidemiological surveillance of MRSA infections at a local level.

Key Words:

e STAPHYLOCOCCUS AUREUS
e ANTIBIOTIC RESISTANCE

e MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
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Capitulo I: Introduccidn
Antecedentes
El ser humano se ha enfrentado a la virulencia de Staphylococcus aureus desde hace
mas de un siglo, especificamente en 1880 la bacteria fue inicialmente identificada por el médico
Alexander Ogston en el fluido proveniente de un absceso y en 1884 fue formalmente aislada por

Friederich Rosenbach (Turner et al., 2019).

Durante la segunda guerra mundial se concreta el primer tratamiento frente a S. aureus
gracias a Alexander Flaming quien descubrid la penicilina. Este es un antibiético con la capacidad
de interferir en el ensamblaje de la pared celular lo que deja al microorganismo vulnerable ante
alteraciones osmaticas provocando su muerte, con su uso se logré reducir el nimero de decesos
por neumonia y meningitis. No obstante, para 1945 el 80% de aislados clinicos presentaban

resistencia al farmaco (Lakhundi & Zhang, 2018).

En 1950 se produce una epidemia con una duracién de diez afios, en Australia, Reino
Unido, Estados Unidos y Canada. Se presentd con infecciones cutdneas severas, sepsis y
neumonia. Para su erradicacién en 1959 sale al mercado la meticilina, un farmaco semisintético
al que S. aureus hizo frente incorporando en su cromosoma el gen mecA, mismo que codifica
una proteina de unidn alternativa a penicilina (PBP2a) con afinidad reducida por los
medicamentos como meticilina, oxacilina, nafcilina y agentes cefepimicos, observandose asi, en
1961 en Inglaterra las primeras cepas de S. aureus meticilino resistentes (MRSA) (Katayama et

al., 2000; Lakhundi & Zhang, 2018).

Dichos sucesos anticiparon a la comunidad cientifica sobre la propagacién de S. aureus
MRSA hospitalario hacia la comunidad, pero no de la generacién, en la comunidad, de cepas

genéticamente distintas a las hospitalarias causantes de brotes en las décadas siguientes
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(Deresinski, 2005). En 1980 y 1990 la bacteria resistente vuelve a manifestarse generando
complicaciones clinicas en Reino Unido, Australia, Irlanda, Estados Unidos y en el Lejano Oriente

(Gould & Chamberlaine, 1995).

Figural
Resistencia a oxacilina y cefoxitin por resistencia a meticilina en S. aureus hospitalarios
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Nota. El grafico representa el porcentaje de resistencia a oxalicina y cefoxitin de Staphylococcus
aureus hospitalarios en Ecuador desde 2014 hasta 2017. Tomado de Resistencia a oxacilina y
cefoxitin por resistencia a meticilina en S. aureus hospitalario (p. 9), Adaptado de Instituto

Nacional de Investigacidn en Salud Publica, 2019. Ministerio de Salud Publica.

En América del Sur, los primeros registros de MRSA surgieron en 2003 en Brasil y
Uruguay, a partir de la fecha se han realizado varios estudios que apuntan a la presencia de
aislados de este tipo con una prevalencia del 47% en la regién y del 28% a nivel nacional. Los
estudios ademas sefialan que las cepas de tipo comunitario son predominantes en Ecuador

(Barrios Lopez et al., 2012; Reyes et al., 2009). En Quito, en el Hospital Carlos Andrade Marin, se
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documentd durante 2007 y 2008 un brote de S. aureus en la unidad de cuidados intensivos,

donde de 17 cepas analizadas, 8 fueron resistentes a meticilina (Cardenas et al., 2013).

El informe realizado por el Instituto Nacional de Investigacidén en Salud Publica (2019),
tomd en cuenta los reportes realizados, desde 2014, por 44 entidades de salud inscritas en el
programa de vigilancia de organismos resistentes a antimicrobianos, liderado por la Direccidon
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. En la Figura 1 se puede visualizar que en cuanto a las
opciones terapéuticas para MRSA, cefoxitina y oxacilina, durante el periodo de estudio, se
generd un aumento en la resistencia del 33% al 59% y una disminucién de la resistencia del 46%

al 35%, respectivamente.

Justificacion

A nivel global existe una creciente preocupacion por la falta de estrategias para el
tratamiento de enfermedades infecciosas y por el manejo inadecuado de antimicrobianos,
hecho precursor de cepas resistentes. Dentro de esta problematica la Organizacion Mundial de
la Salud (2020), ha calificado a S. aureus meticilino resistente como uno de los microorganismos
de prioridad elevada, incluyendo en su informe que la probabilidad de deceso en pacientes
portadores de estas cepas comparado con aquellos infectados por cepas no resistentes es 64%

mayor.

Por afios, el método de tipificacién molecular mas utilizado con el fin de detectar MRSA
ha sido la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), sin embargo, esta técnica ofrece
resultados que no son facilmente interpretados o comparados de forma adecuada y por su bajo
rendimiento, no es sugerido para investigaciones epidemioldgicas a largo plazo. Por otra parte,
en el analisis genético de muestras, PFGE, determina arbitrariamente la distancia de enlace

entre las muestras y ademas supone que las bandas de igual tamafio son idénticas (Blanc et al.,
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2002; Nemoy et al., 2005). Por su parte, el método de tipificacion denominado MLST (Multi-
Locus Sequence Typing) brinda resultados de facil reproducibilidad e interpretacién, ademas, de
cantidades significativas de datos genéticos que permiten establecer modelos sofisticados de

evolucidn y epidemiologia (Alberto Diaz-Sanchez et al., 2018; Pérez-Losada et al., 2017).

En Ecuador, existe un nimero limitado de investigaciones relacionadas con la evolucion,
epidemiologia y virulencia de MRSA a pesar de que otros paises como Espafia sefialan a los
pacientes ecuatorianos como un grupo de riesgo por la alta prevalencia del patégeno en sus
investigaciones (31% en nifios) (Barrios Lopez et al., 2012). Un estudio sobre la cantidad de
portadores nasales de MRSA en un Hospital de Especialidades en Quito, concluye que, a pesar
de tener una baja prevalencia en el personal del centro médico, el porcentaje existente (12.5%),
es alarmante sobre todo porque se presenta en la zona de cuidados intensivos y porque este

tipo de colonizacién es un precedente de infecciones nosocomiales (Vaca et al., 2021).

El presente estudio determinard la estructura poblacional de MRSA mediante
tipificacién MLST vy las relaciones filogenéticas necesarias para establecer medidas de
prevencion y vigilancia del patégeno, lo que sera valioso para la comunidad cientifica y médica,
pues constituye una herramienta que sienta las bases para futuras investigaciones en el pais y

permite instituir estrategias de control y tratamiento especificas para nuestra poblacién.

Objetivos del Proyecto de Grado
Objetivo General
e Tipificar los aislados clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
provenientes de infecciones sistémicas en dos hospitales de Quito mediante el andlisis

de secuencias multilocus (MLST).
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Objetivos Especificos
e Estandarizar el sistema de MLST para la tipificacién de aislados clinicos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina provenientes de infecciones sistémicas en
el Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM) y del Hospital de Especialidades Eugenio
Espejo (HEE).
e Definir la distribucidn de los genotipos presentes en los aislados en estudio.
e Establecer mediante sistemas bioinformaticos las relaciones clonales entre cepas de S.

aureus analizadas.
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Capitulo 1l: Revisidn Bibliografica

Generalidades

Staphylococcus aureus meticilino resistente es un patdégeno oportunista con la
capacidad de invadir piel, membranas mucosas y érganos internos de humanos y animales
causando infecciones supurativas en la piel, acné, osteomielitis, endocarditis, infecciones de
tracto respiratorio y septicemia. Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, catalasa y
coagulasa positivo, oxidasa negativo, no movil,  hemolitico que crece en presencia de manitol y
NaCl (7,5%) (Algammal et al., 2020; Cervantes-Garcia et al., 2014; Pasachova et al., 2019; Silva et

al., 2020).

Los MRSA componen un biotipo zoonético virulento de S. aureus, resistentes a
cefoxitina y meticilina por la presencia del gen mecA. Se caracterizan por poseer un patrén de
resistencia multiple, en el que incluyen penicilinas, fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
tetraciclinas y lincosamidas (Algammal et al., 2020). De hecho, esta habilidad de adquirir
resistencia de forma rdpida a cualquier antibiético, es la mayor complicacién observada para los

tratamientos actuales y futuros (Lee et al., 2018).

Dada su capacidad de resistencia multiple, la vancomicina ha sido la droga empleada
histéricamente como el ultimo recurso para el tratamiento de MRSA, sin embargo, su uso cada
vez es menos efectivo en infecciones estafilocéccicas y se han reportado cepas de S. aureus

vancomicina resistentes (Cong et al., 2020).

Recientemente se han desarrollado nuevos farmacos para el tratamiento de MRSA
como ceftarolina, ceftobiprol, dalbavancin, oritavancin, iclaprim y delafloxacin, de los cuales

algunos contintan en periodos de prueba (O’Riordan et al., 2018; Turner et al., 2019)
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Clasificacidon y Taxonomia

Se ha clasificado a la bacteria en base al sitio donde se la adquirié como S. aureus
meticilino resistentes hospitalarias (HA-MRSA) o adquiridas en la comunidad (CA-MRSA). Las
cepas con cassette cromosomal tipo SCCmec tipo |, Il o lll generalmente son del tipo
hospitalario, mientras que las cepas con SCCmec IV o V se han relacionado con cepas adquiridas
en la comunidad, que ademas se diferencian de las anteriores por poseer genes codificantes de
leucocidina de Panton-Valentine (PVL), por su crecimiento rapido y por presentar resistencia a

una gama menor de antibidticos (Cervantes-Garcia et al., 2014; Sit et al., 2017).

Tabla 1

Taxonomia de Staphylococcus aureus

Dominio Bacteria

Superfilo Posibacteria

Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales

Familia Staphylococcaceae
Género  Staphylococcus

Especie  Staphylococcus aureus

Nota. Adaptado de Liu (2015).

Morfologia
S. aureus es identificable en los cultivos a partir de las 18-24 horas de ser incubada, sus

colonias se caracterizan ya que gracias a la produccién de carotenoides su tono es dorado
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brillante y poseen halo amarillo, con un diametro de 0.5-1.5 mm, bordes lisos y enteros, su

consistencia es cremosa y su forma redonda y elevada . Microscdpicamente se pueden visualizar
circunferencias con didmteros entre 0.8-1.5 um agrupadas en pares, cadenas o racimos, algunas
cepas se observan con una mucosa recubriéndolas (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en

el Trabajo, 2012).

Figura 2

Staphylococcus aureus meticilino resistentes en microscopio electrénico de barrido

Nota. Magnificacién 9560X y cromatica digitalizada. Tomado de Staphylococcus aureus

[Fotografia], por J. Haney, 2005, Centers for Disease, Control and Prevention

(https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10046).

Epidemiologia

Los principales reservorios de S. aureus son las fosas nasales, seguidas del tracto
orofaringeo, las axilas, la region inguinal y el tracto gastrointestinal, sin embargo, la bacteria
puede estar en cualquier tejido del cuerpo. Generalmente las cepas colonizadoras coinciden con
las infectantes en un 80% de los casos, lo que indica que la colonizacién aumenta el riesgo de

bacteremia. Este fendmeno puede durar por largos periodos de tiempo y ser variable, pues se
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ha demostrado que las cepas MRSA no solo evolucionan en el hospedador, sino que ademas se

reemplazan (Azarian et al., 2016; Brown et al., 2014).

Como consecuencia de la facil diseminacién de este microorganismo por contacto
directo o indirecto, se ha aumentado exponencialmente la presencia de MRSA en hospitales y
comunidades, se lo ha calificado como la causa mayoritaria de morbilidad y mortalidad en
pacientes y en individuos sanos (Goudarzi et al., 2017; Tsouklidis et al., 2020). Como ejemplo, en
2017, sélo en Estados Unidos, MRSA causé el deceso de alrededor de 20.000 personas y se
estimo que al menos 53 millones de habitantes en el mundo son portadores de la bacteria, en
afiadidura, aproximadamente el 25% de la poblacidn es portadora asintomatica de S. aureus en

sus fosas nasales (Etter et al., 2020; Kavanagh, 2019; Tarddn, 2014).

Figura 3

Prevalencia de MRSA a nivel mundial
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Nota. Tomado de Worldwide prevalence of MRSA (p.3) por A. Lee et al., 2018, Nature Reviews

Disease Primers.
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Genoma

S. aureus posee un genoma circular de 2.8kb aproximadamente, el 84.5% de este
corresponde a marcos de lectura abierta (ORF), se caracteriza por tener un 33% de G-Cy por ser
portador de secuencias de insercién, plasmidos y transposones que codifican para factores de
virulencia ademas le otorgan resistencia ante iones metalicos y antibioéticos (Cervantes-Garcia et

al., 2014).

Los betalactamicos incluyendo la meticilina, ejercen su efecto al inactivar las proteinas
de unidn a penicilina (PBPs), enzimas esenciales para la sintesis de la pared celular. El gen mecA
gue aporta la resistencia caracteristica a estas cepas se traduce en una proteina alterada de

unidén a penicilina, PBP2a, por lo que estos farmacos no poseen accidn alguna (Fuda et al., 2004).

Este gen se encuentra dentro de un elemento genético movil de 20.9-66.9 kb conocido
como cassette cromosémico estafilocdcico mec (SCCmec). Existen dos teorias sobre su origen: la
hipdtesis de un solo clon implica que el elemento genético mévil ingresd a la poblacién de S.
aureus en una ocasion determinada resultando en la formacion de un solo clon de MRSA que se
ha diseminado, mientras que la segunda hipétesis plantea que la transferencia horizontal del
SCCmec a cepas precursoras de S. aureus susceptibles a meticilina (MSSA), provocé una

evolucidn constante de las cepas bacterianas (Enright et al., 2002; Gnanamani et al., 2017).



Figura 4

Elementos gendmicos mayoritarios en MRSA
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Nota. Mapa gendmico representativo de la cepa FPR3757. El circulo interno o pista 1 representa

el contenido de GC. Hacia el exterior, la circunferencia 2 muestra genes seleccionados de

resistencia a antibidticos en naranja y factores de virulencia en verde. La circunferencia 3

muestra la ubicacién de los ARNt. La circunferencia 4 muestra elementos genéticos moviles

seleccionados, casetes cromosdmicos en rojo, varias islas de patogenicidad en tonos de azul a

violeta y profagos en negro. Las dos circunferencias exteriores (5 y 6) representan secuencias de

codificacién en azul. Tomado de Major genomic elements in methicillin- resistant Staphylococcus

aureus (p. 204) por N. Turner et al., 2019, Nature Reviews Microbiology.

Se han reportado once tipos de SCCmec, no obstante, solo los tipos |-V se distribuyen

por el mundo mientras que al resto se los ha definido como poco comunes y pueden
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presentarse de forma localizada segun su origen (Lakhundi & Zhang, 2018; Sit et al., 2017). Las

caracteristicas en comun de estas islas gendmicas incluyen su insercion en el cromosoma junto

al gen orfX y la presencia de los complejos de genes mecy ccr. En la primera agrupacion

nucleotidica se tiene al gen mecA mencionado previamente y a los genes mecl y mecR con

funciones relacionadas al control de la expresion de la resistencia a meticilina. El segundo grupo

de genes por su parte se encarga de codificar recombinasas sitio especificas que permiten la

movilidad del cassette cromosomal (Aguayo et al., 2018; Liu, 2015).

Tabla 2

Estructura genética de los diferentes cassettes cromosomales de S. aureus

Complejo de Estructura del complejo de Complejo de
SCCmec Genes ccr
genes mec genes mec genes ccr
| Clase B 1S1272-DmecR1-mecA-15431 Tipo 1 ccrAl, ccrB1
Il Clase A mecl-mecR1-mecA-15431 Tipo 2 ccrA2, ccrB2
1l Clase A mecl-mecR1-mecA-15431 Tipo 3 ccrA3, ccrB3
v Clase B 1S1272-DmecR1-mecA-1S431 Tipo 2 ccrA2, ccrB2
\ Clase C2 1S431-mecA-DmecR1-15431 Tipo 5 ccrCl
Vi Clase B 1S1272-DmecR1-mecA-1S431 Tipo 4 ccrA4, ccrB4
Vi Clase C1 1S431-mecA-DmecR1-15431 Tipo 5 ccrCl
Vil Clase A mecl-mecR1-mecA-15431 Tipo 4 ccrA4, ccrB4
IX Clase C2 1S431-mecA-DmecR1-15431 Tipo 1 ccrAl, ccrB1
X Clase C1 1S431-mecA-DmecR1-15431 Tipo 7 ccrAl, ccrB6
Xl Clase E blaZ-mecC-mecR1-mecl Tipo 8 ccrAl, ccrB3

Nota. Tomado de Estructura genética de los diferentes tipos de cassettes cromosomales

descritos en Staphylococcus aureus (p.11) por A. Aguayo, et. al., 35, 2018, Revista Chilena de

Infectologia.
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Factores de Virulencia

Las bacterias patogénicas poseen la capacidad de generar moléculas que les permiten
colonizar, invadir y generar dafio en diversos tejidos al tiempo que pueden modificar su
virulencia para adaptase a la respuesta inmune del hospedero, estos componentes son
conocidos como: factores de virulencia. En el caso de S. aureus, estos factores se regulan
durante el crecimiento de la bacteria, fundamentalmente por el sistema agr o sistema de
deteccion de quérum en el caso de hemolisinas, leucocidinas y de la proteina A, no obstante, los
hallazgos in vivo sugieren que los mecanismos de regulacion de los factores de virulencia son
complejos y divergen de los mecanismos generados a nivel in vitro (Cepas y Soto, 2020; Oogai et

al., 2011). Los principales factores de virulencia de MRSA se describen en la Tabla 3

Tabla 3

Factores de virulencia de MRSA

Factor de virulencia Caracteristica Estudio

Son polimeros que rodean la pared celular.
Aumentan la virulencia al alterar el mecanismo de Cheung et al.,
Polisacaridos capsulares
accion del sistema de complemento y de los (2021)

anticuerpos, ademas inhiben la fagocitosis.

Esta molécula se ubica en la pared celular y se une

a los IgGs circulantes de forma que previene la Kong et al.,
opsonizacion por parte del sistema de (2016), Van

Proteina estafilocdcica A
complemento y evita la fagocitosis. Kessel et al.,

(2014)
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Factor de virulencia

Caracteristica

Estudio

Componentes de
superficie microbiana que
reconocen moléculas de

matriz adhesiva

Hemolisinas

Enterotoxinas

Leucocidina Panton-

Valentine (PVL)

Toxina del sindrome de

choque tdxico (TSST)

En la superficie de la célula, se han detectado
varias moléculas como: Proteina Ay B que se unen
a fibronectina, proteinas de unidn a coldgenoy
factores de aglutinacidn Ay B. Estos factores
interactian con moléculas del hospedero e inician
el proceso de adherencia al tejido.

Se han detectado toxinas alfa, beta, gammay
delta, de las cuales alfa esta presente en las cepas
mas patogénicas de MRSA.

Son potentes exotoxinas gastrointestinales
sintetizadas durante la fase logaritmica de
crecimiento o durante la transicién de la fase
exponencial a la estacionaria. Son activos en
cantidades de nanogramos a microgramos.

Su accidn se produce por dos proteinas secretoras,
Fy S, en humanos PVL destruye la membrana
plasmatica de células polimorfo-nucleares y
estimula la liberacidn de especies reactivas del
oxigeno, la liberacion de IL-8, de lisozimas y de
histamina.

Activa la liberacién de TNF-a, IL-1 e IL-2
produciendo altas tasas de morbilidad y

mortalidad.

Vazquez et al.,

(2011)

Otto, (2014)

Argudin et al.,

(2010)

Abouelfetouh,

(2017)

Dinges et al.,

(2000)
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Factor de virulencia

Caracteristica

Estudio

Toxinas exfoliativas (ETs)

Coagulasas

Proteasas, lipasas,
nucleasas, hialuronidasas,
fosfolipasa C,
metaloproteinasas y
estafiloquinasa
Proteina inhibidora de la

guimiotaxis (CHIPS)

Proteina de adherencia

extracelular (Eap)

Son proteasas que reconocen e hidrolizan a
proteinas desmosdmicas de la piel. Causan el
sindrome de piel escaldada sobre todo en bebés.
S. aureus produce dos coagulasas, la
estafilocoagulasa y el factor de VCon Willebrand
que forman coagulos de fibrina en el plasma
sanguineo, lo que inhibe la fagocitosis y favorece la

adhesion de la bacteria a catéteres.

Estas enzimas y polisacaridos extracelulares se
involucran en procesos de destruccién de tejidos

por lo que facilitan la penetracion.

Inhibe la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos.

Ademas de unirse a la matriz de la célula de
hospedero, a sus proteinas plasmaticas y a ICAM-

1, posee funciones inmunomoduladoras.

Bukowski et al.,

(2010)

Otto, (2014)

Gnanamani et

al., (2017)

Postma et al.,

(2004)

Edwards et al.,

(2012)

Tipificacion molecular de Staphylococcus aureus

Las estrategias existentes para realizar caracterizacién molecular, permiten entender la

naturaleza clonal de un microorganismo causante de brotes clinicos especificos ademas se



35

puede identificar adecuadamente las particularidades de un patdgeno presente en pacientes

con episodios infecciosos reiterantes (Chavez & Martinez, 2019).

Secuenciacion del Gen Codificante de la Proteina A (Spa Typing)

La proteina A es un factor de virulencia importante de S. aureus, se encuentra en la
pared celular. Posee una region involucrada en su secrecion, otra denominada region X (con dos
subdivisiones) y 5 dominios de unidn a inmunoglobulinas. En la regidn X se ha delineado la zona
constante Xc y la regidn variable Xr compuesta de secuencias cortas repetidas (SSRs). La técnica
spa-typing toma ventaja de la variabilidad en longitud y del polimorfismo de las secuencias de
los SSRs para emplear la region Xr como marcador en la caracterizacién se MRSA (Carmona et

al., 2012; Hashemizadeh et al., 2020).

Dado que esta técnica implica la secuenciacidn de un solo gen, presenta grandes
ventajas relacionadas con la rapidéz, la simplicidad y la facilidad de estandarizacion y

reproducibilidad comparada con otros sistemas (Wang, 2020).

Andlisis de Polimorfismo de Locus Multiples con Numero Variable de Repeticiones en Tdndem
(MLVA)

La metodologia MLVA (Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis) fue
descrita en 2003 para S. aureus por Sabat y sus colaboradores. Este enfoque se basa en el
estudio de siete loci individuales (cIfA, cIfB, sdrC, sdrD, sdrE, sspA y spA) denominados VNTRs
(Variable-Number Tandem Repeat). A estos se los amplifica mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) multiple obteniendo un patrén de bandas caracteristico para cada aislado.
Esto permite establecer relaciones evolutivas entre aislados, ademas se diferencia por su alto

poder discriminatorio y buenos niveles de reproducibilidad (Rodriguez-Acosta et al., 2017).
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Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

El método fue desarrollado en 1984 por Schwartz y Cantor quienes agregaron campos
eléctricos a la electroforesis convencional con el fin de separar moléculas grandes de DNA (hasta
10Mb). Bajo esta metodologia, y en presencia de concentraciones altas de gel el DNA es
elongado a lo largo de la direccidn del campo lo que facilita su ingreso en los poros del gel

(Cardozo et al., 2013; Yeung & Gorn, 2021).

Para su realizacién, primero se genera una lisis celular de las bacterias embebidas en
tampones de agarosa de bajo punto de fusidn, para poder aislar el DNA cromosdémico. Seguido
se aplican endonucleasas de restriccién y se generan fragmentos del dcido nucleico, de elevado
peso molecular y se los somete al campo pulsado. Se usan 24 electrodos espaciados en un
contorno hexagonal que alternan la direccién en un angulo de 120° durante un periodo
electroforético prolongado de forma que el cambio de la direccién de la corriente provoca la

reorientacion del DNA hacia el anodo (He et al., 2014; Tankeshwar, 2021).

Secuenciacion Multilocus (MLST)

Esta técnica permite la diferenciacién de cepas de un microorganismo mediante el
analisis de las secuencias parciales de fragmentos de una serie de genes conservados o
housekeeping, denominados asi pues las proteinas que codifican son clave en el metabolismo y
mantenimiento de la viabilidad celular por lo que la tasa de mutacidén en estos muy baja. Las
combinaciones alélicas generadas por la presencia de mutaciones especificas en estos genes
permiten la identificacion de tipos bacterianos especificos mediante el denominado perfil

alélico, tipo de secuencia o sequence type (ST) (Aguayo, 2020).

MLST fue descrita en 1998 para Neisseria meningitidis por Maiden y sus colaboradores,

guienes usaron fragmentos de 500 pb, de 7 loci de genes conservados en ese microorganismo, a
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partir de eso, por su efectividad la técnica se ha desarrollado para distintas especies bacterianas

y se han anotado en varias bases de datos los genes a analizar en cada caso (Garcia, 2019).

Tabla 4

Primers requeridos para 7 genes housekeeping de MRSA

Gen

Proteina codificada

Primers

arcC

aroE

glpF

gmk

pta

tpiA

yqil

Carbamato quinasa

Shikimato

deshidrogenasa

Glicerol quinasa

Guanilato quinasa

Fosfato
acetiltransferasa
Triosafosfato
isomerasa
Acetil coenzima A

acetiltransferasa

arc up - 5' TTG ATT CAC CAG CGC GTA TTG TC -3'
arc dn - 5' AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'
aro up - 5' ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC -3'
aro dn - 5' GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC -3'
glp up - 5' CTA GGA ACT GCA ATC TTA ATC C -3'
glp dn - 5' TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC -3'
gmk up - 5' ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC -3'
gmk dn - 5' TCA TTA ACT ACA ACG TAA TCG TA -3'
pta up - 5' GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG -3'
pta dn - 5' GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA -3'
tpi up - 5' TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3'
tpi dn - 5' TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC -3'
ygi up- 5' CAG CAT ACA GGA CAC CTA TTG GC -3'
yqi dn- 5' CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3'

Nota. Adaptado de Sequences of primers used in the PCR (p.1009) por M. Enright et al., 2000,

Journal of Clinical Microbiology
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Capitulo Ill: Metodologia
Participantes
La parte experimental de este trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
Humana de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, bajo la direccion del Dr. Marcelo
Grijalva, M.D., Ph.D. Ademas de tutorias a cargo del Dr. Francisco Flores, Ph.D. y la Ing. Tatiana

Lara.

Zona de Estudio

El presente trabajo se ejecutd en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, en el
Laboratorio de Biotecnologia Humana, ubicado en la Avenida General Rumifiahui, de la
parroquia de Sangolqui, del Cantén Rumifiahui de la provincia de Pichincha, localizado en

Latitud: 0°18’52.329, Longitud: 78°26’37.29, Altura elipsoidal: 2497 m.

Periodo de Investigaciéon
El trabajo de titulacion se inicidé en el mes de marzo de 2021 y se culmind en diciembre

del mismo afio.

Recuperacién de Aislados Clinicos
Las muestras utilizadas para el trabajo consistieron en hemocultivos procedentes de los
Hospitales Eugenio Espejo (HEE) y Carlos Andrade Marin (HCAM), mismos que desde el afio

2015, habian sido criopreservados en el Laboratorio de Biotecnologia Humana.

Para la seleccion de las cepas meticilino resistentes se acudio a la base de datos del
cepario obteniendo 53 muestras con las caracteristicas deseadas. De estos, 32 se encontraban
almacenados por 8 meses en viales de caldo infusién cerebro-corazén (BHI) suplementado con
glicerol a -80°C en el ultracongelador ULUF 125 (Artiko) y 21 muestras se encontraban desde

2018 en TSA a 4°C. Todas las muestras se colocaron a temperatura ambiente por una horay
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luego en incubadora a 36°C por 15 minutos. En la cdmara de flujo laminar se transfirieron 100uL
de cada aislado a 5mL de caldo nutriente y se guardé en la incubadora digital con agitacion
(311DS, Labnet) a 36°C por 20 horas. También se colocaron 50uL del vial original en cajas Petri
con agar nutriente (Merck), agar de soya triptona (TSA) (Beckton, Dickinson and Company) y
agar sangre al 5% (Beckton, Dickinson and Company) y se sembrd por estrias (Public Health

England & National Health Service, 2020; Vitko & Richardson, 2013).

Concluidas 20 horas se revisaron los medios mencionados y se realizé tincion Gram de
aquellas colonias que presentaban crecimiento. Se verificé la presencia de cocos Gram-positivos
empleando el microscopio éptico (CX31, Olympus) y a aquellas muestras puras y de interés, se
las sembré en viales con BHI (Liofilchem) suplementados con glicerol al 20% y ademas en
crioviales (CryoBank Mixed, COPAN Diagnostics Inc.) para luego almacenarlas a -80°C (Missiakas

& Schneewind, 2013).

Caracterizacién Molecular
En este paso se empled la técnica de PCR multiplex para verificar la presencia de genes
caracteristicos de S. aureus ademads de comprobar la presencia del gen de resistencia a

meticilina en el genoma de los aislados.

Extraccion manual de DNA

Para este paso se empled el protocolo de extraccidn establecido previamente por el
Laboratorio de Biotecnologia Humana. Para esto se inocularon 100uL de los viales con BHI, en
5mL de caldo nutritivo y se incubaron a 36°C durante 18-24 horas. Transcurrido este tiempo y
para obtener duplicados, se colocd en 2 tubos Eppendorf (2mL), 1.8 mL del cultivo y se
centrifugd a 14000rpm por 10 minutos (Minispin Plus 5453, Eppendorf). Finalmente, se desechd

el sobrenadante.
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Se resuspendio el pellet obtenido en 400uL de Buffer de lisis Tris (50mM Tris, pH 8.0,
50mM EDTA, 50mM sacarosa, 100mM NaCl, 1%SDS, 15ulL de proteinasa K 20mg/mL y LiCl 0.2%)
(Willner et al., 2012). Se agregaron perlas de vidrio y se agité mediante vortex. Luego de colocar
los tubos en hielo por 3 minutos, se emplearon 4 ciclos de congelacién-descongelacion
mediante la transferencia a hielo y a vortex por 1 minuto cada uno. Se dejé incubar toda la

noche (20 horas) a 50°C con agitacion a 300 rpm (Ep Thermomixer, Eppendorf).

Seguido se centrifugaron las muestras a 10000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se
transfirid a un nuevo tubo de 2mL y se le afnadieron 400uL de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1 vol/vol). Se homogenizo por inversion y vortex durante 15 segundos y se centrifugd
nuevamente a 12000 rpm por 10 minutos. Evitando topar las fases inferiores, se transfirié el

sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5mL.

Se aumentaron 100 uL de cloruro de sodio 5M vy, gota a gota, 500 uL de etanol 100%
mantenido a 4°C, se mezclé delicadamente por inversiones. Se incubd la mezcla por 30 min a -
80°Cy se centrifugd a 12 000 rpm por 10 min. Se descarté el sobrenadante y por dos ocasiones,
se anadié 500 pL de etanol 70% mantenido a 4°C y se centrifugd a 12 000 rpm por 5 min, se
elimind el sobrenadante. Al pellet se lo dejé secar a temperatura ambiente por 1 minuto y luego
se lo resuspendio en 50ul de Tris HCI 10mM pH 7,5-8,5. Se reservaron 5ul para realizar

electroforesis y el resto de DNA se almacend a —20 ° C, hasta su cuantificacion.

Electroforesis

Para la observacion de la presencia o ausencia de DNA luego de las extracciones y PCRs
realizadas se empled el mismo procedimiento. Se utilizaron geles de agarosa ultrapura
(Invitrogen) al 2% (v/w) los cuales se prepararon empleando ciclos de agitacion-calentamiento y

se culminaron con la adicidn de 0,06 uL de SYBR Safe (Invitrogen) por cada mL de buffer TBE 1X.



41

Para el caso de extraccidon de DNA, se emplearon 2ulL de azul de bromofenol en 3uL de
muestra como marcador de avance. En todos los ensayos el marcador molecular utilizado fue el

1kb Opti-Dna Marker (ABM).

Cuantificacion de DNA
En este paso se empled un equipo NanoDrop (ThermoFisher). Se empled como blanco

Tris HCl 10mM pH 7,5-8,5 y se midio la concentracion de DNA y los radios 260/280 y 260/230.

PCR multiplex para la caracterizacion de los aislados
Se empled el protocolo de PCR multiplex establecido por Noboa (2020), empleando los
primers disponibles en el Laboratorio de Biotecnologia Humana para la amplificacién de los

genes nuc, 16S y mecA.

Secuenciacion de genes metabdlicos
PCR para amplificacion de genes metabdlicos

Los 7 genes metabdlicos empleados en este estudio se detallan en la Tabla 4. Para la PCR
se empled el kit GoTaq Flexi Polymerase (Promega). En las siguientes tablas se detalla la
concentracién inicial y final de cada componente necesario para la realizar la PCR con un

volumen final de 15 pL tomando como base la informacion otorgada por (Promega, 2018).

Tabla 5

Componentes de la PCR para amplificacion de genes arcC, gmk, pta, glpF,tpiA, yqi

Concentracidn Volumen
Componente Concentracion final
inicial (pL)
5X Green GoTaq FlexiBuffer 5X 1X 3
MgCl, 25 mM 1,5 mM 0,9

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3



Primer upstream 10 uM 0,5 uM 0,75

Primer downstream 10 uM 0,5 uM 0,75
GoTaq Polymerase 5 u/uL 0,125 u/ul 0,38
*DNA 20 ng/uL 1 ng/uL 0,75

Agua 8,18

VFf 15

Nota. * ng totales de DNA= 15ng

Tabla 6

Componentes para la PCR para amplificacion del gen aroE

Concentracion Volumen
Componente Concentracion final

inicial (pL)

5X Green GoTaq FlexiBuffer 5X 1X 3
MgCl, 25 mM 1,5mM 0,9

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3
Primer upstream 10 uM 1uM 1,5
Primer downstream 10 uM 1uM 1,5
GoTaq Polymerase 5 u/uL 0,125 u/ul 0,38
*DNA 20 ng/uL 1 ng/uL 0,75
Agua 6,68

Vf 15

Nota.* ng totales de DNA= 15ng

Para la estandarizacion del programa se siguieron los pardmetros establecidos por
Saunders y Holmes (2014), y se modificaron con base a los requerimientos de la polimerasa

empleada (Tabla 7). El equipo empleado para la amplificacion fue el LightCycler® 96 (Roche).



Tabla 7

Programa PCR para amplificacion de genes metabdlicos usando GoTaq Polymerase

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 95 2 min 1
Denaturacion 94 30s
Annealing 55 30s 30
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

La presencia de los genes amplificados se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa ultrapura (Invitrogen) al 2%, la corrida se realizé empleando 3 uL del producto
amplificado, por 1 hora 30 minutos a 100 voltios con la fuente de poder EC-300XL (Thermo

Scientific). El fotodocumentador empleado fue ChemiDoc MP (Bio-Rad).

Purificacion de productos de PCR de genes metabdlicos

Aquellas muestras que presentaron bandas claras y sin inespecificidades fueron
sometidas al proceso de purificacién con el Kit de Invitrogen: PureLink® Quick PCR Purification
Kit™. Para esto, por cada 10uL de muestra, se colocaron 40uL de Binding Buffer B2 (Para
purificar fragmentos de PCR de 100bp a 12kb) y se homogenizé bien. Seguido se cargaron las
muestras en el centro de una columna de purificacidn colocada en un tubo colector y
debidamente etiquetada. Se centrifugd a 10000 g por 1 minuto utilizando el la centrifuga

refrigerada 5804R (Eppendorf). Se descartd el remanente presente en el tubo colector.

Seguidamente se colocaron 650ulL de Wash Buffer (W1) e cada columna, se centrifugd
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a

10000g por 1 minuto, y se descartd aquello que se encontraba en el tubo colector. Se centrifugd

nuevamente a 20000g por 3 minutos. En un tubo de elucién de 2mL debidamente etiquetado,

se
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colocé la columna y se afiadieron 14l de Elution Buffer. Se centrifugé a 20000g por 2 minutos.
El DNA purificado se encontraba en el tubo de elucién. Las muestras se almacenaron a 4°C para
uso inmediato o a -20° para almacenamiento a largo tiempo (Life Technologies Corporation,

2011).

Reaccién de secuenciacion ciclica

La reaccidn de secuenciacion ciclica se realizé con el kit de Applied Biosystems, BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing, como se detalla en la Tabla 8 Para cada gen constitutivo se
empled solo el primer forward con excepcién de los genes pta y yqgil que fueron tratados
también con reverse. Los componentes de la reaccién de secuenciacién y el programa empleado

se estandarizaron a partir del inserto del kit (Applied Biosystems, 2016).

Tabla 8

Componentes para la reaccion de secuenciacion

Componente Concentracién Volumen (uL)
Agua - 15
BigDye Terminator v.3.1 2,5X 0.5
BigDye Terminator v3.1 Buffer 5X 0.9
DNA purificado =6,5 ng 1.5
Primer (Forward o Reverse) 2 uM 1.6
Volumen total 6

A continuacidn, se detalla el programa empleado en el termociclador (Roche Life

Science, LightCycler® 96).
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Tabla 9

Programa PCR para reaccion de secuenciacion utilizando BigDye™ Terminator v3.1 Cycle

Sequencing
Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 96 3 min 1
Denaturacion 96 10s
Annealing 50 5s 28
Extension 60 4 min

Los productos de PCR se almacenaron a 4°C hasta su purificacion.

Purificacion de productos de PCR de secuencia

En primer lugar, se colocaron 700uL de Sephadex G-50 (Sigma Aldrich) en una columna
con filtro embebida en un tubo colector y se centrifugd a 4500rpm por 3 minutos. Seguido se
colocé la columna en un nuevo tubo colector debidamente etiquetado y sin topar la matriz de
Sephadex formada, se pipetearon los 6ul de cada muestra. Finalmente se centrifugd
nuevamente a 4500rpm por 4 minutos. En los tubos colectores se obtuvieron las muestras

purificadas (Chen & Yun, 2006).

Secuenciacion Sanger

La secuenciacion se realizé6 empleando el analizador genético 3130 (Applied Biosystems)
y el array de capilares, Avant Capillary Array 36cm (Applied Biosystems, CA). Para ensamblar el
plato de secuenciacion se emplearon 5ul de muestra con 5uL de HiDi formamida por pocillo y
para la corrida electroforética se empled el polimero POP4 (Applied Biosystems, 2016). Los
datos brutos de fluorescencia se analizaron en el software Sequencer Analysis Software 5.1

(Applied Biosystems, 2003, USA).



46

Andlisis Bioinformatico
Curacidn de secuencias

Empleando los archivos obtenidos en formato .ab1, se emplearon los software Geneious
Prime v 10.1.2 (Kearse et al., 2012) y SnapGene 5.3.2 (GSL Biotech, IL) para realizar la curacion
de las mismas. Se eliminaron los extremos utilizando la herramienta “Trim Ends” (Biomatters
Ltd, 2021) con un limite de probabilidad de error de 0.005, es decir se eliminaron las regiones

con mas de 0.5% de probabilidad de tener un error por base.

Identificacion de numeros alélicos y secuencias tipo
El nimero alélico correspondiente a cada locus se obtuvo comparando la secuencia
curada de los genes con la base de datos de la Universidad de Oxford Pub-MLST disponible en el

sitio https://pubmlist.org/bigsdb?db=pubmlst saureus seqdef. Luego de este paso se

descargaron los alelos obtenidos en la base de datos y usando el software Geneious Prime
2020.0.4 se los alinearon con las secuencias de la muestra en cuestidon usando la herramienta
MUSCLE ALIGNMENT (Edgar, 2004), asi se confirmé una identidad igual o superior al 98,2%.
Ademds, se empled la combinacién de los 7 niumeros alélicos de cada muestra para obtener su

secuencia tipo empleando la misma base de datos.

Andlisis de frecuencia alélica y de secuencias tipo
En este paso se empled la siguiente férmula para determinar la proporcién observada
de un alelo especifico respecto al conjunto de alelos que corresponden a cada locus y la

proporcién de una secuencia tipo frente al grupo de opciones obtenidas.

Numero de copias del alelo

Frecuencia alélica = — -
Numero de copias de todos los alelos en el locus

Numero de copias de una ST

F ia de ST =
recuencia dae Numero de copias de todas las ST


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_saureus_seqdef
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Analisis filogenético

Para la filogenia del estudio se emplearon las secuencias individuales de cada gen como
también la concatenacion de los 7 loci pertenecientes a cada aislado con el fin de alinearlos
mediante la herramienta MUSCLE en MEGA-X. En el caso de las concatenaciones se trabajé con
longitudes de 456bp para arcC, 438bp para arokE, 435bp para glpF, 409bp para gmk, 474bp para
pta, 311bp para tpiA y 401bp para ygil Seguido, se empled la herramienta MODELS (Tamura et
al., 2011) para determinar el mejor modelo de sustitucidon nucleotidica para cada caso y se
crearon 8 arboles en total con el método estadistico de maxima verosimilitud (ML) y 500
Bootstraps. Para los genes: arcC, aroE, gmk, yqil el mejor modelo de sustitucion fue Hasegawa-
Kishino-Yano (HKY), para g/pF fue Tamura-Nei 1993 con distribucién gamma (TN93+G), para pta
fue general tiempo reversible (GTR) y para tpiA, Tamura 1992 (T92). En el caso de las secuencias
concatenadas se empledé el modelo de sustitucidén nucleotidica Hasegawa-Kishino-Yano con

distribucién gamma y supuesto de independencia (HKY+G+l).

Los arboles de minima expansion (MSTree) se construyeron empleando el software en

linea http://www.phyloviz.net/ mismo que emplea el algoritmo goeBURST (Francisco et al.,

2009). Los datos de entrada fueron las secuencias concatenadas en formato FASTA, para el
primer arbol de las secuencias de las 26 muestras empleadas en este estudio y para el segundo

se aumentaron las secuencias de los ST mas comunes en Sur América.


http://www.phyloviz.net/
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Capitulo IV: Resultados

Recuperacidn de Aislados Clinicos

De los 53 aislados iniciales, no se obtuvo crecimiento de los almacenados a 4°C.
Mientras que las 32 muestras conservadas a -80°C crecieron en la mayoria de medios
suplementados. Se comprobd la aparicidn de colonias doradas con B-hemdlisis en agar sangre y

la presencia de cocos Gram positivos mediante tincion Gram.

Figura 5

Andlisis bioquimico del aislado B6

Nota. A) B-hemdlisis en agar sangre al 5%. B) Muestra observada a 100X con aceite de inmersion

en microscopio dptico (CX31, Olympus).

Extraccion de DNA

Los valores de concentracion en ng/plL, los radios 260/280 y 260/230 de las muestras
empleadas y sus duplicados se presentan en la Tabla 10.



Tabla 10

Valores de cuantificacion obtenidos luego de la extraccion de DNA

Concentracion

Aislado 260/280 260/230
[ng/uL]
A1l 32,60 2,16 2,49
A12 68,5 2,18 2,47
A13 49,70 2,10 2,27
A14 38,00 2,22 2,53
A15 144,8 2,08 1,74
A16 61,90 2,08 2,04
A17 83,92 2,09 1,48
A18 62,08 2,14 2,04
A19 157,06 2,14 2,32
B5 68,40 2,13 1,22
B6 226,6 2,1 2,05
B7 163,5 2,12 2,18
B8 101,3 2,09 1,83
B9 30,89 1,89 1,98
B10 43,90 2,17 2,03
B11 332,4 2,14 2,26
R1 78,9 2,15 1,75
R2 238,6 2,12 2,05
R5 73,2 2,16 1,78
R6 95,5 2,16 2,11
R8 282,9 2,11 2,11
R9 113,1 2,13 1,85
R10 153,2 2,09 1,51
X8 70,5 2,08 1,76
X9 207,3 2,06 2,06

X10 63,5 2,04 1,97
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Identificacidn de Staphylococcus aureus resistentes
Se analizé la presencia de los 3 genes de interés, 16S de 928bp, nuc de 280bp y mecA de
533bp, concluido este andlisis, se obtuvieron los 26 aislados que poseian las secuencias

precisadas y fueron las muestras empleadas para el resto del estudio.

Figura 6

Identificacion molecular de MRSA

928bp ——
533bp ——
280bp ——

Nota. PCR multiplex en gel de agarosa. M*: Marcador molecular; A-H: Muestras; C-: Control

negativo.

En la Figura 6, se puede apreciar un ejemplo de esta parte del andlisis, las muestras que
fueron aprobadas para el estudio fueron: A, B, D, F, Gy H por poseer los 3 genes de interés,
comparado con las muestras Cy E que fueron descartadas de la investigacidn por no presentar

dichos genes, en el caso de E no amplificd ninglin gen y C no amplificé el gen mecA.

Tabla 11

Resultados de PCR multiplex

Gen 16S nuc mecA

Numero de muestras que amplificéelgen 30 29 26
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PCR de genes metabdlicos o housekeeping
Una vez confirmada la presencia de los genes 165, nuc y mecA en las muestras, se

procedid con el ensamblaje de las PCR para cada gen metabdlico.

Figura 7

Amplicones obtenidos para gen arcC

] KLMN OP QR

500 — PR - - - --uﬁuu-uuuanunuu----

00— B

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.

Figura 8

Amplicones obtenidos para gen aroE

ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZC

B e e e B e e e ) B e e e e e e e

=

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.
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Figura 9

Amplicones obtenidos para gen glpF

Tarmano

[bp)

1% -

S S e - — — - ————— e~ —

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.

Figura 10

Amplicones obtenidos para gen gmk

MABCDEFGHI JKLMNOPQRSTUVWIXYZC

[bp]

) |~
1% - B

I O SR e R e R R e e e TR - -

500 =

o

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.
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Figura 11

Amplicones obtenidos para gen pta

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.

Figura 12

Amplicones obtenidos para gen tpiA

Lamaiin
[kp}

TR ¢ S S G S e e B B e e e e v — — — T —— . — — —

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.

Figura 13

Amplicones obtenidos para gen yqil

ABCDETFGH,I

Nota. Gel de agarosa al 2%. M*: Marcador molecular de 100bp; C-: Control negativo de la PCR;

A-Z: Muestras.



Secuenciacidn Sanger
Las secuencias se obtuvieron en formato .ab1 y los electroferogramas de las mismas

junto con sus valores de calidad se exportaron ademas como PDF para su andlisis posterior.

Figura 14

Secuencia obtenida para el gen yqil de la muestra X10 y sus valores de calidad

______________ A1 ooatblin s Hsllnks Sl
| SOOI GITTGITTTTT A VI CTATTCATTTT AT 50
 olnate kel 1GEOD ORI O
=i SR EAENCEGE L
nmn IIIIIIIIII Hnmnmm IIIIIIIII IIIIIIIIII
1l LIS ST ACTACCAAL CACAAUTIALD AR/ASTTIIIALNT 50
] II|||||||| IIIIIIIIII II|||||||| IIIIIIIII LTI | .
151 NOERATTECT TATGRMAE ETEECTTEC LRESN T 200
sHNRNRRINN NERTORRNRY RARUNRRINE o1 IIIII ||||I|||||
20l CEEIGAARTAA ARETRIGTHET IOTEGEITAR AGICEATICR ATTAGCATAT £50
., NARRRNRNN RNURNURANT RUVARNDRNN nwvOimn OO0
=H [t ITGA AASTIAL AT I
|||I|I|||| Al baiinl HNRINNRNSE |II|I||I| IIIIIIIIII
30l SAATETGTCOT CRATIACCAR ITGCITEICAR CRACAGTOGD ITTTEGTIITIA 30U
LARTNRNEN Hakinal0E DodiRanl0D RRNVERENED wRONRRRAID
a5l SASTGHGADS  TOAATCAATE 71 ey A GUUTTAALS ant
Al Wi R IO ]
L G TEGET CTECTERRA N “dal
||I||||I.| ||III ul. |I |l||l|| il nllllllll
431 GUCARATATGEET AITTCARGAE AAGRACARER TARCAITTECT STRAMCICAC anad
) Auttnailn sontln 5. on Donilon Inlila )
3ol CRETRCETEE ACRECHARAT GETERATITE ATRETENART 350
n mnalnllnd 1.
351 AGTTCCAGTIA TIGRITCCTC AC aVE

Figura 15

Electroferograma de porcion del gen yqil de la muestra X10
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En este estudio se observd la mutacion puntual de adenina (A) por guanina (G) en el
nucledtido 173 del gen aroE en la muestra X8 (Figura 16). Este fendmeno se comprobd
repitiendo todo el proceso desde la PCR del gen metabdlico hasta la secuenciacion del mismo y
se verificé empleando tanto primer forward como reverse para este gen. Es importante destacar
que la base de datos reconocié este alelo con el nimero 696, sin embargo, por la mutacién
observada se lo alined con otros alelos y no se alcanzé el 100% de similitud, adicionalmente se
realizo la traduccion del mismo (Figura 17) y se encontrd que la mutacion es no sindnima pues
se reemplaza isoleucina (lle) por metionina (Met) . Un caso similar ocurre con la mutacién
observada en la muestra R1 en el nucleétido 326 del gen pta (Figura 18), en esta mutacidén se
reemplaza treonina (Thr) por serina (Ser) lo que la base de datos reconoce como el alelo 4
(Figura 19). Finalmente, se observé otra mutacion puntual en la muestra A18 en el nucleétido
500 del gen pta (Figura 20), pero no se alterod la proteina obtenida al compararla con la de
referencia dada por la base de datos (Figura 21). Todas las mutaciones y las variantes alélicas
determinadas para las mismas se analizaron con la herramienta BLAST del Centro Nacional para
la Informacidn Biotecnoldgica (NCBI), con la finalidad de determinar su porcentaje de identidad

con la proteina esperada de cada gen.

Figura 16
Variante alélica con mutacion puntual en nucledtido 173 del gen aroE en muestra X8
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Figura 17

Traduccion de mutacion en gen aroE de muestra X8 comparada con alelo de referencia 974
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Figura 18

Variante alélica con mutacion puntual en el nucledtido 326 del gen pta en la muestra R1
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Figura 19

Traduccion de mutacion en gen pta de muestra R1 comparada con alelo de referencia 678
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Figura 20

Variante alélica con mutacion puntual en el nucledtido 500 del gen pta en muestra A18
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Figura 21

Traduccion de mutacion en gen pta de muestra A18 comparada con alelo de referencia 4
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Identificacion de niumeros alélicos y secuencias tipo

En este estudio se obtuvieron los perfiles alélicos de todas las muestras, sin embargo, la
base de datos no reconocié ninguna secuencia tipo (ST), siendo la mayor coincidencia la de la
muestra R6 con un maximo de 4 loci. Sin embargo, al realizar una comparacién entre las
secuencias no determinadas (ND), se observo la preponderancia de ND1. La muestra R6,
también destacd por poseer alelos totalmente diferentes al resto de muestras en 5 de los 7

genes examinados.

Tabla 12

Perfiles alélicos obtenidos para los 26 aislados analizados

Muestra arcC aroE glpF gmk pta tpiA yqgil ST

All 3 974 893 78 4 770 96 ND1

Al2 1 377 893 8 834 99 966 ND2
Al13 2 974 893 78 4 770 96 ND3
Al4 1 377 893 8 834 799 966 ND4
Al5 1 377 893 8 834 799 966 ND4
Ale 1 971 893 8 4 770 96 ND5
Al7 3 974 893 78 4 770 96 ND1
Al18 1 971 893 8 4 799 966 NDS8
Al9 2 974 893 78 4 770 96 ND3

B5 3 974 893 78 4 770 96 ND1




Muestra arcC arof glpF gmk pta tpiA ygil ST
B6 1 377 893 8 834 799 966 ND4
B7 3 974 893 78 4 770 96 ND1
B8 3 974 893 78 4 770 96 ND1
B9 3 974 893 78 4 770 96 ND1
B10 862 971 893 8 834 799 28 ND6
B11 1 377 893 8 834 799 966 ND4
R1 3 974 893 78 4 770 96 ND1
R2 1 377 893 8 834 799 966 ND4
R5 3 974 893 78 4 770 96 ND1
R6 22 716 14 470 834 770 747 ND7
R8 1 377 893 8 834 799 966 ND4
R9 3 974 893 78 4 770 96 ND1
R10 3 974 893 78 4 770 96 ND1
X8 3 974 893 78 4 770 96 ND1
X9 3 974 893 78 4 770 96 ND1
X10 3 974 893 78 4 770 96 ND1
Nota. ND: No determinado
Tabla 13
Frecuencias de numeros alélicos obtenidos
Gen NA N F
1 9 0,346
2 2 0,077
arcC 3 13 0,500
22 1 0,038
862 1 0,038
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377 7 0,269
716 1 0,038

aroE
971 3 0,115
974 15 0,577
14 1 0,038

glpF
893 25 0,962
8 10 0,385
gmk 78 15 0,577
470 1 0,038
4 17 0,654

pta
834 9 0,346
99 1 0,038
tpiA 770 17 0,654
799 8 0,308
28 1 0,038
96 16 0,615

yqiL
747 1 0,038
966 8 0,308
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Nota. NA: Numero alélico. N: Cantidad de aislados por cada nimero alélico. F: Frecuencia de los

numeros alélicos



Tabla 14
Frecuencia de secuencias tipo obtenidas

ST N F
ND1 13,00 0,500
ND2 1,00 0,038
ND3 2,00 0,077
ND4 6,00 0,231
ND5 1,00 0,038
ND6 1,00 0,038
ND7 1,00 0,038
ND8 1,00 0,038
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Nota. ST: Secuencia tipo. N: Niumero de copias de todas las ST. F: Frecuencia de secuencias tipo

Anélisis filogenéticos

Con el fin de evaluar las relaciones filogenéticas entre todas las cepas probadas, se

analizaron los fragmentos de PCR para cada gen, asi como las secuencias concatenadas de todos

los fragmentos de PCR, para construir arboles filogenéticos basados en el mejor modelo de

substitucidon nucleotidica obtenido en MEGA.



Figura 22

Arbol filogenético para gen arcC
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Figura 23

Arbol filogenético para gen aroE
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Figura 24

Arbol filogenético para gen glpF
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Figura 25

Arbol filogenético para gen gmk
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Figura 26

Arbol filogenético para gen pta
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Figura 27

Arbol filogenético para gen tpiA
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Figura 28

Arbol filogenético para gen yqil
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Figura 29

Arbol filogenético de secuencias concatenadas
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Figura 30

Arbol de minima expansion de los 26 aislados de MRSA estudiados

Nota. Secuencias tipo agrupadas por colores, no se puede determinar complejos clonales

especificos
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Figura 31
Arbol de minima expansion de los 26 aislados de MRSA estudiados incluyendo clones

previamente reportados en América del Sur
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Nota. Recuadro verde: 26 muestras del presente estudio. Recuadro celeste: Clones reportados

en América del Sur y Ecuador
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Capitulo V: Discusion

A nivel mundial Staphylococcus aureus ha sido descrito como el principal patégeno
causante de infecciones adquiridas en hospitales (HA-MRSA) e infecciones adquiridas en la
comunidad (CA-MRSA), ademas presenta tasas importantes de morbilidad y mortalidad
(Algammal et al., 2020; Turner et al., 2019). En Ecuador, los hospitales no son ajenos a S. aureus,
por su parte, Burbano et al. (2020), reportaron que un 47,83% de muestras procesadas a partir
de infecciones cutdneas en pacientes del Hospital Provincial General “Ambato”, corresponden a
cepas resistentes a diversos antibidticos incluyendo la meticilina, la oxalicina y varias penicilinas,
demostrando asi, la circulacidn de estas variantes en el pais. Estos datos se corresponden con
los de Zurita et al. (2016), quienes sefialan una prevalencia del 46,97% de MRSA en estudios

realizados en la ciudad de Quito.

En esta investigacion, se recuperaron 32 muestras de S. aureus almacenadas en caldo
infusidn cerebro-corazén (BHI) suplementada con glicerol a -80°C. Si bien inicialmente se
dispuso de 53 aislados (21 en TSA, 32 en BHI), su conservacién a distintas temperaturas por
periodos extensos en condiciones no idéneas, repercutid en la eficacia del restablecimiento de
los cultivos. Esto se debe a que la manutencion de bacterias a temperaturas por debajo de los
4°Cinduce la acumulacién de mutaciones que trastornan la transcripcion y la traduccién de los
genes. Esto se refleja en la alteracidn en el grosor de la pared celular y la reduccién de la
actividad enzimatica, pero sobre todo, se debe recalcar el incremento en la permeabilidad de la
membrana ocasionado por la deshidratacién y el encogimiento celular lo que eventualmente
permite el paso de nuevos solutos hacia la célula produciendo su muerte. Esto disminuye
significativamente la proporcidn de aislados que pueden ser recuperados (Guo et al., 2020; Suo
et al., 2018). Por ello, se recomienda no mantener a S. aureus a 4°C por mas de una semana,

aunque existen estudios en los que se la ha almacenado hasta ocho semanas bajo estas
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condiciones (Onyango et al., 2012). Guo et al. (2020), también indican la factibilidad de la
criopreservacion bacteriana a -80°C en medios suplementados con glicerol, pues este
componente evita la formacion de cristales intracelulares evitando el dafio por congelamiento
mientras que Ermenlieva et al. (2021), sefialan al medio BHI como la mejor opcién para el
almacenamiento de S. aureus por periodos extensos y en adicién aluden que aplicar una
temperatura de -80°C con este fin, es preferible a emplear temperaturas mayores pues
incrementa el tiempo de conservacién potencial. Por esta razén, la recuperacion de todas las
muestras que se encontraban en este medio resulté exitosa. En adicidn, el mantener a S. aureus
en medios enriquecidos y sin presidn antibidtica ocasiona la pérdida de factores de virulencia 'y
de elementos méviles como SCCmec (Missiakas & Schneewind, 2013). Debido a lo mencionado
previamente, se realizé la caracterizacion bioquimica y molecular de los aislados para verificar
caracteristicas fenotipicas propias de S. aureus ademas de la presencia de los genes: nuc, 165y
mecA. Como se puede observar en la Figura 5, se comprobé el crecimiento de cepas con B-
hemodlisis, caracteristica dada por un factor de virulencia importante de S. aureus, la hemolisina.
En adicidn, se destacan al microscopio, las formas esféricas caracteristicas agrupadas en racimos
de tonos violeta (Gram positivas) propias de la bacteria en cuestion (Missiakas & Schneewind,

2013; Turista & Puspitasari, 2019).

Para la identificacion molecular del componente de la subunidad menor de los
ribosomas en procariotas, se analizan zonas conservadas del gen de RNA ribosomal, 16S; su uso
es amplio debido a la gran cantidad de informacién disponible en bases de datos sobre su
secuencia (Sune et al., 2020). El gen nuc por su parte, se ha empleado por mucho tiempo para la
identificacion de Staphylococcus aureus, este codifica la proteina termonucleasa, no obstante,
para mayor precisidn, se recomienda complementar su analisis con otros genes caracteristicos

ya que se ha reportado que S. hyicus, S. intermedius y S. schleiferi también presentan el gen,
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derivando en identificaciones erréneas de S. aureus (Public Health England & National Health
Service, 2020). En este estudio, se observd la ausencia del gen nuc en dos muestras, este efecto
ha sido descrito previamente por Hoegh et al. (2014), y se explica debido a la presencia de
deleciones parciales del gen en casos particulares. Finalmente, el gen mecA, se analizé pues es el
causante de la resistencia a meticilina, al codificar PBP2a con baja afinidad por B-lactamicos

(Preeja et al., 2021).

El sistema MLST se validé en el afio 2000 por Enright y sus colaboradores quienes
analizaron un total de 14 genes metabdlicos de los que eligieron 7: arcC que codifica carbamato
quinasa, aroE que codifica shikimato deshidrogenasa, g/pF que codifica glicerol quinasa, gmk
gue codifica guanilato quinasa, pta que codifica fosfato acetiltransferasa, tpiA que codifica
triosafosfato isomerasa e ygil que codifica acetil coenzima A acetiltransferasa. En el presente
trabajo, se evidencié una mayor variabilidad de los genes arcC, aroE e yqil (Tabla 13) pues
fueron aquellos con mayor cantidad de nimeros alélicos (5, 4 y 4 respectivamente). Por otra
parte, el gen mas conservado fue g/pF, con 2 nimeros alélicos y uno de ellos representando a 25
de las 26 muestras. Estas circunstancias se confirman ademads gracias a los arboles filogenéticos
realizados (Figura 22- Figura 28), en los que se denota la relacién evolutiva de las variantes
alélicas encontradas a nivel individual. Al igual que en el articulo de Enright et al. (2000), los
fragmentos de genes mas diversos corresponden a arcCy aroE y los fragmentos mas uniformes
fueron los de glpF, este patrén se ha mantenido con el paso del tiempo, como se demuestra en
el andlisis realizado por Polveiro et al. (2021), donde a aroE y yqil son los genes con mayor
diversidad y polimorfismo con respecto al resto y g/pF es el de menor tasa de mutacién,
situacion que también se puede corroborar por la cantidad de variantes existentes para cada

gen en la base de datos de PubMLST.
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Acker et al. (2019) y Salazar et al. (2020) demostraron que los polimorfismos en genes
metabdlicos de S. aureus son inesperadamente comunes y se generan por la adaptacién de la
bacteria al ambiente en el que se encuentra con la finalidad de sobrevivir al estrés, mantener su
patogenicidad o adecuar su crecimiento. Asimismo, tomando en consideracidn que las muestras
empleadas han pasado por varias instancias distintas desde la toma de la muestra hasta su
criopreservacion y el tiempo transcurrido hasta la realizacién del presente estudio, el tener
mutaciones puntuales en las muestras es previsible. En este aspecto las mutaciones obtenidas
(Figura 16 — Figura 21), fueron analizadas con la finalidad de determinar si generarian proteinas
distintas a las esperadas con respecto a su gen metabdlico correspondiente. No obstante, para
el caso del nucleétido 500 del gen pta en la muestra A18, fue evidente la presencia de una
mutacion sindnima, es decir, genera el mismo aminoacido por lo que no afecta a la proteina
final. Sin embargo, se recomienda realizar estudios posteriores pues se ha demostrado que a
nivel molecular las mutaciones sindnimas pueden alterar el proceso de splicing y la efectividad
de la traduccion (Chu & Wei, 2019). Distinto a lo observado previamente, las mutaciones en el
nucledtido 173 del gen aroE en la muestra X8 y en el nucledtido 326 del gen pta en la muestra
R1, al ser traducidas, presentan una variacion en los aminoacidos originados en el primer caso
de isoleucina (lle) a metionina (Met) y en el segundo de treonina (Thr) a serina (Ser) (Figura 17,
Figura 19), demostrando ser mutaciones no sinénimas. Pese a este fendmeno, al realizar la
revision mediante BLAST de la mutacidn en el gen aroE, esta condujo con una similitud de
99,23% a la identificacidn de la proteina shikimato deshidrogenasa. En el caso de la mutacidn
hallada en el gen pta, se obtuvo con un 98,89% la proteina fosfato acetiltransferasa, como se
esperaba en cada caso, los alineamientos fueron analogos con las proteinas metabdlicas
pertinentes. La profundizacion en el comportamiento de estas mutaciones es relevante dado

gue se ha constatado que también inciden en la tasa de supervivencia y la tasa de acidificacion
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extracelular durante la infeccién al hospedero, mds aun en la formacién de biofilms

(Gabryszewski et al., 2019; Kim et al., 2021).

Andlogamente, se detectaron 8 ST nuevos, generados por las combinaciones alélicas de
los 7 genes de cada muestra. Este resultado no es improbable pues segun la informacién del
software empleado (PubMLST) los genes arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpiA e yqil poseen 862,
1037, 908, 572, 871, 806 y 973 variantes alélicas respectivamente, datos que si se tratan como
permutaciones nos otorgan un total de 3,17E20 posibles ST, sin embargo, en la pagina se tienen
apenas 7345 ST descritos (Jolley et al., 2018). Al igual que las mutaciones presentadas
previamente, la aparicién de nuevas variantes alélicas responden a un proceso evolutivo que le
permite a la bacteria adaptarse a los factores epigenéticos que la rodean para sobrevivir (Bobay
& Ochman, 2017). Este hecho junto con la baja cantidad de aislados reportados de la zona de
América del Sur (393 en total, siendo 1 de Ecuador) conllevan a la aparicion no solo de nuevos
ST sino también de complejos clonales y tasas de variacion alélica distintas que se recomiendan
investigar a largo plazo con la ayuda de secuenciacion de nueva generacién (NGS). Esta
tecnologia ofrece mayor resolucidn, aportando caracteristicas sobre la diversidad del resto del
genoma de la bacteria, lo que permite una mejor caracterizacion de esta (Page et al., 2017;
Sabat et al., 2013). Se recomienda ademas realizar un nuevo analisis sobre la cantidad y
variedad de ST circulantes en el pais empleando un mayor nimero de muestras y tomando en
consideracion otras zonas del territorio nacional, con el objeto de enfocar la investigacidn hacia

la genética poblacional.

Durante el estudio también se empled la base de datos del Centro de Epidemiologia
Gendmica (https://bitbucket.org/genomicepidemiology/mlst_db/src/master/) de la Universidad
Técnica de Dinamarca y se lo compard con la base de PubMLST. Las secuencias con los mismos

numeros alélicos de ambas se alinearon con MEGA-X, se observé una alta variabilidad entre las
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mismas, es decir, los alelos no se correspondian, por lo que se concluye que ambas instituciones
manejan codificaciones diferentes lo que imposibilita su uso para comprobaciones. Cabe
destacar que muchos de los programas de identificaciéon de STs como ARIBA, BioNumerics,
MLSTcheck, stringMLST, SeqSphere+ y SRST2 poseen scripts para descargar su informacion
desde PUbMLST, ademas algunos no contemplan a S. aureus dentro de sus paquetes y otros son

de tipo comercial por lo que su acceso es limitado (Page et al., 2017).

Se ha reportado que en América del Sur circulan aislamientos predominantemente de
los serotipos ST-1, ST-5 y ST-8 (Rodriguez et al., 2010). Una de las caracteristicas principales
evidenciadas en las Ultimas décadas con respecto a estos clones de MRSA es la dispersién de
cepas de origen comunitario por sobre las cepas hospitalarias y la adquisicion de mayor
virulencia por parte de estas al mejorar la expresion de sus sistemas de regulacidon (Chavez et al.,
2015). Como ejemplo, USA300 es un clon CA-MRSA actualmente considerado hiper virulento y
gue se esparce de manera epidémica en la poblacidn. Las variantes latinoamericanas se
distinguen de USA300 por poseer el elemento SCCmec IVc y un elemento genético movil que le

confiere resistencia ante el cobre y el mercurio (Strauf’ et al., 2017).

Asi mismo, los estudios realizados en estos paises demuestran la aparicién de nuevas
combinaciones alélicas como es el caso de Monteiro et al. (2019), quienes hallaron 9 ST nuevos
en Brasil. En Chile predomina ST8, pese a esto, el Instituto de Salud Publica de Chile (2013),
también encontré una nueva combinacién alélica no determinada previamente. En cambio, en
Argentina dos estudios encontraron una predominancia de ST5 y ST30 y en cada uno se hallaron
cepas no tipificables (Tomatis et al., 2018). En el caso especifico de Ecuador, se han reportado
secuencias tipo ST8 (relacionadas con USA300), ST45, ST30, ST5 y ST22 y clones epidémicos
como el Brasilefio (ST239-MRSA-III), el pediatrico (ST5-MRSA-1V) y el clon Nueva York/Japdn

(ST5-MRSA-II) (Zurita et al., 2016). Por esta razén se decidié comparar las secuencias de estas
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cepas con las analizadas en el presente trabajo realizando un arbol de minima expansion (Figura
31), en el que se determind que no existe una relacion clonal cercana entre las muestras de este

estudio con los ST previamente reportados, siendo ST8 el mas cercano al grupo de estudio.

Otra caracteristica de las muestras investigadas que llama la atencion es que no se las ha
podido relacionar con complejos clonales especificos (Figura 30-Figura31), segin Arévalo (2018),
esto indica que las cepas encontradas han traspasado las barreras de lo hospitalario
encontrandose ademas a nivel comunitario con caracteristicas dependientes de diversas
condiciones del hospedero portador como: edad, tratamientos previos, condiciones
preexistentes, entre otros. Actualmente existen datos de que en Brasil, Ecuador, Venezuela y
Colombia alrededor del 27% de aislamientos de MRSA corresponden a CA-MRSA, lo que de
seguir en aumento, generaria una mayor cantidad de variantes posiblemente multirresistentes y

gue se presentarian con mayor frecuencia en la poblacidn (Cabrejos et al., 2021).

Pattengale et al. (2010), demostraron que la cantidad de réplicas de Bootstrap (BS)
necesarias para obtener arboles de maxima verosimilitud (MLT) con valores de soporte robustos
y practicidad computacional son 500, es por esto que este fue el valor empleado para este
estudio. En los arboles filogenéticos (Figura 22-Figura 29), se evidencian las relaciones evolutivas
de cada gen y también del conjunto de muestras en si, denotando una gama de taxones en el
ultimo caso, lo que lleva a inferir la existencia de una gran cantidad de eventos evolutivos
independientes surgidos dentro de la historia evolutiva de cada muestra (Khan et al., 2008). A
pesar de que en este trabajo las muestras seleccionadas no pudieron catalogarse dentro de
grupos clonales especificos se puede observar la formacién de agrupaciones en la Figura 30
generada mediante goeBURST. Si bien estos conjuntos no se relacionan evolutivamente segun el
MLT (Figura 29), esto se debe al tipo de analisis utilizado por cada algoritmo. En el caso de

MSTree se crean arboles con base en los perfiles alélicos y representando la evolucidn con el



minimo de eventos posibles, por su parte MLT empled como datos de entrada las secuencias
concatenadas del genoma, esta variacién en el tipo de remuestreo afecta la topologia

presentada por cada uno (Arévalo, 2018).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Se estandarizé el sistema MLST para la tipificacidon de aislados clinicos de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) provenientes de infecciones sistémicas en dos hospitales
de Quito, empleando la técnica de PCR end-point para los genes metabdlicos arcC, aroE, glpF,

gmk, pta, tpiA e yqil.

En la purificacidn de los productos de la PCR de genes metabdlicos se logré optimizar la

t™alcanzando alta

cantidad de muestra necesaria para el kit PureLink® Quick PCR Purification Ki
eficiencia con volimenes de DNA de apenas 10uL. Para el proceso de secuenciacion Sanger se

optimizo la reaccion de secuenciacion ciclica empleando 0,5uL de BigDye™ Terminator v3.1 por

reaccion.

En el presente estudio se emplearon varias herramientas bioinformaticas, siendo estas
Primer Blast para la determinacidn del tamafo de los genes metabdlicos; Geneious Prime
2020.0.4 y SnapGene para analisis preliminares y curacién de las secuencias obtenidas; PubMLST
para la determinacidn de variantes alélicas y secuencias tipo, MEGA para realizar los arboles

filogenéticos y PHYLOViz 2.0 para los arboles de minima expansion.

La tipificaciéon molecular de los 26 aislados determiné la presencia de ocho nuevas
secuencias tipo circulantes en el pais, sin complejos clonales definidos y sin relacidn significativa
con clones previamente descritos en la zona. Ademas, demostrd la existencia de nuevas
variantes alélicas entre las muestras evidenciada gracias a las mutaciones encontradas en alelos

de los genes aroE y pta.

Se recomienda realizar el reporte de los perfiles alélicos y las mutaciones observadas

para obtener sus respectivos nimeros de identificacién. Igualmente, extender la investigacién
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presente con un mayor nimero de muestras empleando NGS para relacionarlo con la técnica de
Analisis Multilocus y finalmente analizar la incidencia de factores clinico epidemioldgicos en la

tasa de mutacién de los genes metabdlicos descritos para MLST.
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